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(57) Abrege : La presente invention concerne un medicament ou une composition cosm^tique comprenant au moins une thiouree de 
Q formule generate I suivante : I, ou au moins un de ses denves mono ou dioxydSs de formules g6n6rales Ha, lib et m suivantes : ou 

leurs melanges. Avantageusement ce medicament est utilise pour inhiber la tyrosinase, inhiber la synthese de la m£lanine, eclaircir 
^ ou depigmenter repiderme ou eiiminer les taches de vieillesse et en tant qu*agent antimutagene et anticarcinogene. 
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TITRE : MEDICAMENT COMPRENANT UNE THIOUREE POUR SON 
UTILISATION EN TANT QUE DEPIGMENTANT OU AGENT 
ANTIMUTAGENE ET ANTICARCENOGENE 

5 

La presente invention concerne des medicaments contenant des thiourees 
ou leurs derives mono ou dioxydes, en particulier ayant une action depigmentante, 
mais egalement en tant qu'agent antimutagene et/ou anticarcinogene. 

La pigmentation de la peau chez les humains provient d'une serie 

10 complexe de processus cellulaires qui s'effectue dans une unique population de 
cellules appelees melanocytes. Les melanocytes sont situes dans la partie 
inferieure de 1'epiderme, et leur fonction est de synthetiser un pigment brun, la 
melanine, qui protege le corps des effets dommageables des radiations ultra 
violettes. La melanine est deposee dans les melanosomes, vesicules presentes a 

1 5 Finterieur des melanocytes. Les melanosomes sont expulses des melanocytes et 
vehicules vers la surface de la peau par les keratinocytes, qui assimilent la 
melanine contenue dans les melanosomes. La teinte foncee de la peau est 
proportionnelle a la quantite de melanine synthetisee par les melanocytes et 
transferee aux keratinocytes. Dans certains cas, il est preferable de reduire ou 

20 d'inhiber la melanogenese, par exemple, pour eclaircir la peau, pour eliminer les 
taches de vieillesse ou pour reduire Thyperactivite des melanocytes. 

Pendant longtemps, les compositions cosmetiques contenant un peroxyde 
tel que le peroxyde d'hydrogene ou le peroxyde de zinc ont ete utilisees dans le 
but d'enlever les taches, telles que les taches de rousseur, qui apparaissent sur la 

25 peau. Toutefois, les peroxydes sont extremement instables et, en consequence, 
leur stockage est problematique. De plus, Fincorporation stable de ces peroxydes 
dans des bases cosmetiques est difficile et les peroxydes eux-memes n'ont pas un 
effet suffisamment blanchissant. 

D'un autre cote, des preparations cosmetiques comprenant de la vitamine 

30 C, de la cysteine ou du soufre colloidal ont commence a etre utilisees dans le but 
de blanchir la peau. Toutefois, les effets de ces substances ne sont pas 
satisfaisants. 
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Pendant longtemps, Phydroquinone a et6 la molecule depigmentante de 
reference et employee dans de nombreuses preparations de dermo-cosmetique. 
Toutefois, ce produit n'est pas sans danger et presente une cytotoxicity importante 
pour les melanocytes susceptibles de provoquer des depigmentations irreversibles. 

5 Recemment, Pacide kojique a ete utilise efficacement en tant que 

substance inhibant la formation de la melanine dans la peau humaine. En 
consequence, differentes preparations cosmetiques destinies a depigmenter la 
peau et contenant de Pacide kojique (publication de brevet japonais n°56-18569) 
ou un ester de Pacide kojique avec un acide carboxylique aromatique telle que 

10 Pacide cinnamique ou Pacide benzoique (publication de brevet japonais N° 
60/100005) ou des diester de Pacide kojique (publications des brevets japonais 
N°6 1-60801 et 60-17961) ont ete decrites. Ces acides kojiques et esters d'acide 
kojique sont done connus comme etant des substances capables d'inhiber la 
melanogenese. Toutefois, Pacide kojique presente une efficacite variable selon les 

1 5 individus et en moyenne insuffisante. 

Les isothiocyanates et thiocyanates ont egalement ete decrits comme 
depigmentant (WO 02/058664). 

En consequence, la recherche d'autres produits depigmentants est toujours 
d'actualite. 

20 

Jusqu'a present, seules les phenylthiourees ont ete decrites comme 
possedant une activite depigmentante (demande de brevet n° US 2002/0044914). 
Certaines autres thiourees comme la thiouree, la phenylthiouree et la 
dimethylthiouree sont connues pour etre sensibilisantes (Contact and photocontact 
25 sensitivity problems assiociated with thiourea and its derivatives : A review of the 
literature and case reports. A. Dooms-Goosens et al., British Journal of 
Dermatology, 1 16, 4, 573-579). 

Par ailleurs, certaines d'entre elles comme le carbimazole, sont utilisees comme 
anti-tyroides. 
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De fa?on surprenante, les deposants ont decouvert que certaines molecules 
appartenant a la famille des thiourde avaient un eflfet inhibiteur tres net de la 
synthese de la melanine in vitro. 

Certes, la l,3-bis-(5-methanesulfinylbutyl) thiouree est connue comme 
5 etant un des produits de degradation du sulforaphane (isothiocyanate ayant une 
activite depigmentante : WO 02/058664) lors d'un contact prolonge avec Peau, et 
en particulier avec de Teau chaude par le procede suivant : 




+ H20 




(Thermal degradation of sulforaphane in aqueous solution, Yi Jin, Mingfu Wang, 
10 Robert T. Rosen, and Chi-Tang-Ho. J. Agric. Food Chem. 1999, 47, 3121-3123). 
Toutefois, son activite pharmaceutique ou cosmetique, en particulier en tant que 
depigmentant n'a jamais ete decrit ou suggere dans les documents de Tart 
anterieur, et il n'etait pas evident qu'un produit de degradation d'un produit 
depigmentant ait une activity superieure audit produit depigmentant. 

15 

La mutagenese se produit dans TADN et dans le developpement des 
cellules spontanement ou naturellement, ou en tant qu'effet secondaire du a des 
produits chimiques, a des radiations de haute energie, au stress, etc. 
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Les mutagenes sont des agents qui causent de telles mutations. lis sont 
aussi egalement souvent carcinogenes (c'est-a-dire capable d'induire le cancer). 
La societe actuelle est maintenant au courant et concernee par la presence de 
mutagenes dans son environnement. Les mutagenes sont omnipresents ; certains 
5 sont naturellement presents dans les plantes, beaucoup d'autres sont produits par 
la combustion de materiaux organiques (en particulier durant la cuisson), et 
d'autres sont produits par Pindustrie. De nos jours, la population se retrouve 
confrontee a beaucoup de problemes de sante. Beaucoup de ces problemes de 
sante sont le resultat des lesions des cellules et de FADN du corps humain causes 

10 par les mutagenes et mais aussi par des facteurs de mutagenese, facteurs qui 
contribuent a augmenter les lesions des cellules et de TADN. Ces mutagenes et 
facteurs de mutagenese incluent entre autres la pollution, le stress, le 
vieillissement, la fumee de cigarette, la lumiere ultraviolette, Pexercice excessif, 
les lesions des tissus, etc.... Parmi les maladies resultant des lesions des cellules 

15 et de l'ADN, on peut citer : le vieillissement, les taches de vieillesse, les cancers, 
la cataracte, la peau seche, la fatigue, les cancers de la peau, les dommages causes 
par le stress et les rides. 

Bien que des compositions pharmaceutiques existent pour induire une 
activite antimutagene a l'interieur du corps, el les possedent parfois des effets 

20 secondaires significatifs. 

En consequence, un besoin existe de trouver un nouveau produit ayant un 
effet antimutagene pour prevenir la mutagenese a Tinterieur du corps et un effet 
anticarcinogene. 

De fa9on surprenante, les deposants ont decouvert que certaines molecules 
25 appartenant a la famille des thiourees avaient un effet antimutagene et 
anticarcinogene tres net aussi bien vis-a-vis des substances mutagenes que vis-a- 
vis des UVB. 

La presente invention concerne done un medicament comprenant au moins une 
30 thiour£e de formule gen6rale I suivante : 
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I 

dans laquelle : 

n est un nombre entier compris entre 1 et 12, 
5 m est un nombre entier compris entre 1 et 12, 

Ri, R2, R3 et R4 represented independamment Tun de F autre un atome 
d'hydrogene, un groupe alkyle en Ci-Ce ou un groupe aryle, 
ou au moins un de ses derives mono ou dioxydes de formules generates 11a, lib et 
III suivantes : 




N R , 

O / 4 

r 2 — y^p cH L 

o 
m 



WO 2004/032912 



6 



Pi 




1003/002907 



dans lesquels les R|, R2, R3, R4, ni et n sont tels que definis ci-dessus. 
ou leurs melanges. 

Par le terme « groupe alkyle en C|-C6», on entend au sens de la presente 
5 invention tout groupe alkyle de 1 a 6 atomes de carbones, lineaire ou rami fie, en 
particulier, le groupe CH3. 

Par le terme « groupe aryle », on entend au sens de la presente invention 
un ou plusieurs cycles aromatiques ayant 5 a 8 atomes de carbones, pouvant etre 
accoles ou fusionnes. En particulier, les groupes aryles peuvent etre des groupes 
10 phenyle ou naphtyle et peuvent etre substitues par des atomes d'halogene, des 
groupes alkyle tels que d6finis ci-dessus, le groupe OH ou le groupe nitro. 

Avantageusement les thiourees de formules generates I, Ha, lib et III, sont 
telles que les groupes R| et R2 sont identiques, R3 et R4 sont identiques et m = n. 
1 5 De fa9on encore plus avantageuse, Rj = R2 = CH3. 
Avantageusement m = n = 4. 
De fa9on avantageuse R3 = R4 = H. 

De fa9on encore plus avantageuse, il s'agit de la l,3-bis-(5-methanesulfinylbutyl) 
thiouree, de la l-(5-methanesulfinylbutyl)-3-(5-methanesulfonylbutyl) thiouree, 
20 ou de la l,3-bis-(5-methanesulfonylbutyl) thiouree de formules suivantes : 




>=S O 






II 

O 



II 

o 



et 
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Les thiourees selon la presente invention sont soit dispombles 
commercialement, soit peuvent etre prepares, par exemple pour la l,3-bis(5- 
methanesulfinylbutyl)-thiouree, par degradation thermique du sulforaphane. En 
particulier les derives mono ou dioxydes peuvent etre obtenus a partir de la 
5 thiouree non oxydee correspondante par action d'un agent oxydant tel que par 
exemple le peroxyde d'hydrogene. 

De facon avantageuse, le medicament selon la presente invention est utile 
pour inhiber la tyrosinase, en particulier reduire de 50 % Taction de la tyrosinase, 
1 0 inhiber la synthese de la melanine, reduire l'hyperactivite des melanocytes. 

De facon avantageuse, le medicament selon la presente invention est utile 
en tant qu'agent antimutagene, en particulier, vis-a-vis des substances mutagenes 
et/ou vis-a-vis des UVB, et/ou en tant qu'agent anticarcinogene. 

15 

Avantageusement, ce medicament peut prevenir 1' apparition de cancers, en 
particulier de cancers de la peau, des taches de vieillesse, du vieillissement, 
notamment celui de la peau, et des rides. 

20 La presente invention conceme egalement des compositions cosmetiques 

comprenant au moins une thiouree, selon la presente invention, de formule 
generate I suivante : 

O 




'2 
I 



25 dans laquelle : 

n est un nombre entier compris entre 1 et 12, 
m est un nombre entier compris entre 1 et 12, 
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Ri, R2, R3 et R4 represented inddpendamment Tun de Pautre un atome 
d'hydrogene, un groupe alkyle en C|-C 6 ou un groupe aryle, 
ou au moins un de ses derives mono ou dioxydes de formules generates Ila, lib et 
IE suivantes : 




O 

m 

10 dans lesquels les Rj, R2, R3, R4, m et n sorit tels que d6finis ci-dessus. 
ou leurs melanges. 

Avantageusement cette composition cosm6tique est une composition 
depigmentante. Elle peut etre utilisee pour eclaircir, blanchir ou depigmenter 
15 repiderme, eliminer les taches de la peau, en particulier de vieillesse ou de 
rousseur, ou prevenir la pigmentation de Tepiderme. De fa9on avantageuse, cette 
composition est destin6e a une administration par voie topique. 
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De fa?on avantageuse, le medicament ou la composition cosmetique selon 
la presente invention se trouve sous une forme a usage orale ou topique, 
avantageusement a usage topique. 

II ou elle pourra se presenter sous les formes qui sont habituellement connues 
5 pour ce type coadministration, c'est a dire notamment les lotions, les mousses, les 
gels, les dispersions, les sprays, les serums, les masques, les laits corporels ou les 
cremes par exemple, avec des excipients permettant notamment une penetration 
cutanee afin d'ameliorer les proprietes et Paccessibilite du principe actif. Ces 
compositions contiennent generalement, outre le medicament ou Tactif 

10 cosmetique selon la presente invention, un milieu physiologiquement acceptable, 
en general a base d'eau ou de solvant, par exemple des alcools, des ethers ou des 
glycols. Elles peuvent egalement contenir des agents tensioactifs, des 
conservateurs, des agents stabilisants, des emulsifiants, des epaississants, d'autres 
principes actifs conduisant a un effet complementaire ou eventuellement 

1 5 synergique, des oligo-elements, des huiles essentielles, des parfums, des colorants, 
du collagene, des filtres chimiques ou mineraux, des agents hydratants ou des 
eaux thermales. 

La presente invention conceme egalement un traitement cosmetique de la 
20 peau par application sur la peau d'une composition cosmetique selon la presente 
invention. 

Les exemples suivant sont donn6s a titre indicatif non limitatif. 

25 Exemple 1 ; Synthase de la K3-bis-(5-m6thapesulfinvlbutvlVthiour6e h partir 
du sulforaphane 

Svnthese du (DXVsulforaphane : 
On dissout 40 g de 4-chlorobutyronitrile (ref. Aldrich C 3,000-0) dans 800 ml 
30 d'alcool ethylique absolu prealablement distille sur sodium. 

On ajoute ensuite 27 g de methane thioate (r6f. Fluka 71742) et on laisse sous 
agitation k 25°C pendant 15 heures. La suspension est filtree sur papier et 
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evaporee sous pression reduite. On reprend par 400 ml d'ether ethylique. On filtre 
a nouveau sur papier. On obtient une solution etheree contenant 32 g de 4- 
methylthiobutyronitrile brut. 

On prepare une suspension de 25 g d'hydrure de lithium-aluminium dans 400 ml 
5 d'ether ethylique. 

On ajoute progressivement la solution de 4-methylthiobutyronitrile a la 
suspension d'hydrure de lithium-aluminium, puis on porte a reflux pendant 2 h 
30. 

La suspension est ensuite neutralisee en ajoutant lentement et sous reflux 80 ml 
10 d'eau distillee. Quand F ebullition cesse, on ajoute ensuite 120 ml d'eau distillee 
pour achever la neutralisation de Thydrure restant. On filtre sur verre fritte. 
L'insoluble est lave sur le filtre par 200 ml d'ether ethylique. Les fractions 
etherees sont r&inies et evaporees a sec. On obtient 26,9 g de 
methylthiobutylamine. On reprend le produit obtenu par 80 ml d'acetone a 
15 laquelle on ajoute petit a petit 23 ml de peroxyde d'hydrogene a 35 %. On place 
une nuit au bain-marie a 50°C. 

On ajoute ensuite un peu de charbon actif, on filtre et on ajoute lentement 200 ml 
de chloroforme contenant 20 ml de thiophosgene, puis 300 ml d'une solution 
aqueuse d'hydroxyde de sodium k 5 %. On laisse agir 30 min. 
20 On extrait ensuite le melange a contre-courant par 8 fois 200 ml de 
dichloromethane. La phase organique est recueillie, sech6es sur sulfate de sodium 
et evaporee. 

Le residu est ensuite rectify a 135 °C sous 7.10" 2 Torr. On obtient 12,5 g de D,L- 
sulforaphane dont Tidentite est verifiee par spectrometrie de masse. 

25 

Svnthese de la h3-bis-(5-methanesulfinvlbutvlVthiouree : 
Les spectres infrarouges ont ete obtenus sur un appareil Perkin-Elmer 1600 FUR 
(neat). 

Les spectres de RMN du proton et du carbone 13 ont et6 obtenus sur un appareil 
30 Brucker AM 200 SY a 200 MHz pour le proton, 50,3 MHz pour le carbone. Les 
deplacements chimiques sont indiqu6s en partie par million (ppm) par rapport au 
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signal du chloroforme deuterie CDC13 a 7,25 ppm pour le proton et 76,9 ppm 
(raie centrale du deuteriochloroforme) pour le carbone. 

Les spectres de masse ont ete obtenus sur un appareil Normag/SIDAR V 2.3 par 
les techniques d'ionisation chimique (NH3) ou d'impact electronique. 

5 

Chromatographic 

Les reactions ont ete suivies en chromatographic sur couche mince sur des 
plaques de type silice gel 60F 254 (Merck, Art. 7735). Reactifs et produits ont ete 
visualises en lumiere UV puis par traitement avec une solution ethanolique a 10% 
1 0 d'acide phosphomolybdique suivi d'un chauffage. 

Les Flash chromatographies ont ete effectuees sur gel de silice ICN 60, 230-400 
mesh. 

Distillation des solvants 
15 L'ether ethylique et le THF ont ete distilles sous azote sur sodium/benzophenone. 
Le cyclohexane, Tacetate d'ethyle et le methanol utilises pour les 
chromatographies ont ete distilles avant emploi. 

Methode 

20 Sous atmosphere inerte, 2g (11 mmol) de sulforaphane obtenu ci-dessus sont 
dilues dans 15 ml d'eau, puis la solution est portee a reflux pendant 24 heures, a 
Tabri de la lumifere. 

A temperature ambiante, la solution est concentree sous pression reduite et le 
rSsidu est repris par du dichloromethane pour etre chromatographie sur une 
25 colonne de gel de silice (61uant : CH 2 C1 2 / CH3OH : 90 /10) pour conduire k 1,70 g 
(5 mmol) de l,3-bis-(5-methanesulfinylbutyl)-thiouree (bis MSiBT) sous la forme 
d'une huile incolore, avec un rendement de 43%. 

RMN (300 MHz) : 6,45 (dl, 2H, NH), 3,53 (t. H, J = 6,0 Hz), 2.87 (m, 4H), 
30 2,65 (s,6H), 1,78 (m,8H). 

RMN ,3 C (50,3 MHz) : 24,0 (CH 2 ), 32,1 (CH 2 ), 41,2 (CH 2 -CH 2 ), 47,2 (CH 3 ), 
57,4 (CH 2 SO), C (IV) non obseiVe. 
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IR (v, cm-1) : 2176, 2096, 1 140, 940 cm* 1 . 
IC.MSm/z:312(MH + ). 

Exemple 2 ; Preparation de la l-(5-methanesulfinvlbutvlV3-(5- 
5 methanesulfonylbutvD-thiource 

L'oxydation d'un seul des deux atomes de soufre de la molecule de 
sulforaphane est obtenue en ne realisant pas la reaction de 1'exemple 1 de synthese 
de la l,3-bis-(5-methanesulfinylbutyl)-thiouree sous atmosphere inerte mais a Fair 
10 libre. 

Ig (5,5 mmol) de sulforaphane sont dilues dans 10 ml d'eau, puis la solution est 
portee aux reflux pendant 24 heures, a Tabri de la lumiere. 

A temperature ambiante, la solution est concentree sous pression reduite et le 
residu est repris par du dichloromethane pour etre chromatographic sur une 
15 colonne de gel de silice (eluant : CH 2 C1 2 / CH 3 OH : 90/10) pour conduire a 
200mg de l-(5-methanesulfmylbutyl)-3-(5-methanesulfonylbutyl)-thiouree 
(MSBMSBT) sous la forme d'une huile incolore, avec un rendement de 12%. 

RMN ! H (300 MHz) : 6,55 (si, 2H, NH), 3,55 (t, 4H, CH 2 ), 3,15 (t, 2H, S0 2 CH 2 ), 
20 2,80 (t, 2H, SOCH 2 ), 2,60 (s, 3H, SOCH 3 ), 2,90 (s, 3H, S0 2 CH 3 ), 1,80-1,87 (m, 
8H, CH 2 ). 

RMN ,3 C (50,3 MHz) : 20,5 (CH 2 ), 28,5 (CH 2 ), 39,8 (CH 3 SO), 41,0 (CH 3 S0 2 ), 
43,5 (CH 2 -NH), 54,1 (CH 2 SO), 44,8 (CH 2 S0 2 ), 183,35 (C=S). 
IR (v, cm-1) : 2176, 2096, 1 140, 940 cm* 1 . 
25 IC.MS m/z : 328 (MH+). 

Exemple 3 : preparation de la 134>is-(5-m6thanesulfonvlbutvn thiouree k 
partir de l-isothiocvanato-4- methylsulfonvlbutane 



30 1 g, (5 mmol) d'une solution de l-isothiocyanato-4-methylsulfonylbutane dans 15 
ml d'eau est porte k reflux pendant 3 heures. A temperature ambiante, la solution 
est concentr6e sous pression reduite et le residu purifte par recristallisation au 
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methanol pour conduire a 535 mg de la l,3-bis-(5-methanesulfonylbutyl) thiouree 
(bis MSoBT) sous la forme d'un solide beige, soit un rendement de 40%. 

RMN ! H (300 MHz) : 6,50 (si, H, NH), 3,55 (t, 4H, J = 6.0 Hz), 2,75 (t, 4H, 
5 S0 2 CH 2 ), 2,60 (s. 6H, SO2CH3), 1 ,70-1 ,90 (m, 8H, CH 2 CH 2 ). 

RMN l3 C (50,3 MHz) : 21,0 (CH 2 ), 29,2 (CH 2 ), 38,5 (CH 3 ), 44,0 (CH 2 -NH), 53,9 
(CH 2 SO), 182,6 (OS). 
IR (v, cm-1) : 2168, 2096, 1144, 930 cm* 1 . 
IC.MS m/z : 344 (MH*). 
10 Point de fusion: 142 °C. 

Exemplc 4: preparation de la bis (MSoBT! ft partir de la bis MSiBT 

A une solution de bis MSiBT (1 g, 3 mmol) dans 10 ml d'acetone sont ajoutes 
15 lentement a 0°C 0,70 ml (2,2 equiv., 6,6 mmol) de peroxyde d"hydrogene a 35%. 
Le milieu reactionnel est alors laisse evoluer a temperature ambiante pendant 40 
heures. Uacetone est eliminee par evaporation sous vide. Le residu aqueux est 
repris dans du chloroforme et la phase est directement piegee par du sulfate de 
sodium. La phase organique est concentree sous vide et le residu purifie par 
20 recristallisation au methanol pour conduire a la bis MSoBT sous forme d f un solide 
beige avec un rendement de 30%. 

Exemple 5: Stude de I'effet anti-tvrosinase de la bis MSoBT en comparaison 
avec Tacide kojique 

25 

Mesure du pouvoir inhibiteur de la tyrosinase : 

On utilise la reaction suivante : la L Dopa (L-3,4-dihydroxyphenylalanine, 
obtenue chez la societe Sigma (ref D-9626)) incolore est oxydee en dopachrome 
30 coloree absorbant a 475 nm. Cette reaction est catalysee par la tyrosinase fongique 
(EC 1.14.18.1, obtenue chez la societe Sigma (r6f T-7755)). La cinetique de la 
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reaction est enregistree par la mesure de la densite optique (D.O.) en fonction du 
temps a 30° C. 

Les compositions des differentes solutions utilisees sont les suivantes : 

5 Tampon pH 6,8 : 

Tampon phosphate 0,1M, pH 6,8 
Solution de substrat : 

5mM de L-DOPA dans la solution tampon pH 6,8 

10 Solutions d'inhibiteurs : 

Les molecules inhibitrices sont dissoutes directement dans le tampon pH 6,8, dans 
le methanol a 50 % (methanol - eau distillee) ou dans le methanol pur selon leur 
solubilite. 

Les concentrations en poids par volume des differentes solutions d'inhibiteurs 
15 sont : 0,2 %, 0,1 %, 0,05 %, 0,025 %, 0,0125 %, 0,00625 % et 0,00312 %. 

Solution d'enzvme : 

250 unites de tyrosinase dans la solution tampon pH 6,8. 

20 L'action de la tyrosinase est evaluee par la vitesse initiate de la reaction mesuree 
sur les enregistrements de D.O. 

On porte sur une courbe les vitesses initiates des reactions sans inhibiteurs 

(concentration 0) et les vitesses aux diverses concentrations testees. 

Le pouvoir inhibiteur d'une molecule est defini comme la concentration qui reduit 

25 de 50 % Taction de la tyrosinase. 

La lecture se fait pendant 3rnn et le pourcentage d"inhibition est calcute (vitesse 
d'inhibition et plateau de saturation). La bis MSoBT fabriquee de la fa?on 
indiquee ci-dessus, inhibe Tactivite enzymatique de la tyrosinase de 50 % a la 
concentration de 8,3 mM final. Uacide kojique (obtenu chez la societe Aldrich 

30 ref. : 22,046-9) montre le meme pourcentage d'inhibition a la concentration de 
0,670 mM final. 



WO 2004/032912 




1003/002907 



La faible solubilite dans 1'eau de la bis MSiBT et de la MSBMSBT ria pas permis 
de tester ces molecules pour leur effet anti-tyrosinase. 

Exemple 6 : etude de I'effet depigmentant de la bis MSiBT. de la MSBMSBT 
5 et de la bis MSoBT en comparaison avec 1'acide koiique et la 
dimethylthiouree 

Les molecules bis MSiBT, MSBMSBT et bis MSoBT ont egalement ete testes sur 
des co-cultures melanocytes - keratinocytes humains produisant de la melanine 
10 afin de tester leur effet depigmentant sur un systeme vivant representant Tunit6 de 
melanisation telle qu'elle existe dans la peau humaine fonctionnelle. 
L'acide kojique et la dimethylthiouree ont ete utilises comme temoins positifs 
dans ce test. 

Les epidermes pigmentes (phenotype noir / co-culture de keratinocytes et 
15 melanocytes normaux a Tinterface air - liquide) proviennent et sont cultives selon 
les recommandations de MatteKcorporation, USA. Les milieux de cultures sont 
fournis egalement par ce fabricant. Les produits (acide kojique 35 mM, 
dimethylthiouree 2,8 mM obtenue chez la societe Aldrich ref. : D 18,870-0, bis 
MSiBT 2,8 mM obtenu par le procede indique ci-dessus, MSBMSBT 2,8 mM 
20 obtenu par le procede indique ci-dessus et bis MSoBT obtenu par le procede 
indique ci-dessus 2,8 mM) sont appliques dans le milieu de culture pendant 21 
jours. 

Chaque produit est appliqu6 a quatre puits de culture en solution dans du milieu 
de culture. L'effet depigmentant des produits est nettement visible puisque les 
25 epidermes temoins se pigmentent progressivement alors que les epidermes traites 
par les produits les plus actifs montrent une pigmentation nettement moins fonc6e. 
devaluation de Teffet depigmentant est realisee par extraction de la melanine des 
puits de culture. 

L'extraction est realisee sur un pool de deux puits de culture qui sont 
30 homogeneisds dans 0,45 ml de sodium dodecyl sulfate (SDS) a 1% contenant 0,05 
mM d'EDTA et 10 mM de Tris Hcl (amino-2-(hydroxymethyl)-2-propanediol- 
1,3), pH 6,8. A chaque homogenat. 20 \i\ de proteinase Ki5 mg/ml est ajoutee. 
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La digestion est realisee pendant une nuit a 45°C. On ajoute ensuite a nouveau 20 
\x\ de proteinase K et Tincubation est poursuivie pendant 4 heures. On ajoute 
ensuite 50 jjiI de solution 0,5 M de carbonate de sodium et 10 jaI d'une solution a 
30% de peroxyde dTiydrogene. Les echantillons sont maintenus a 80°C pendant 
5 30 min et refroidis. Les echantillons sont extraits par 100 jil d'un melange 
chloroforme- methanol (2:1, v/v). Apres centrifugation a 10,000 g pendant 10 
min, la densite optique du surnageant est mesuree a 405 nm. Les produits sont 
compares entre eux dans le tableau 1 suivant (les resultats sont exprimes en 
pourcentage d'inhibition de la melanine dans les co-cultures) : 

10 



Produit teste 


Concentration en mM 


Inhibition % 


Acide kojique 


35 


32 


Dimethylthiouree 


2,8 


36 


Bis MSiBT 


2,8 


7,5 


MSBMSBT 


2,8 


18 


Bis MSoBT 


2,8 


29,6 



D'une fa9on surprenante, la bis MSiBT manifeste ime activite depigmentante plus 
faible que la MSBMSBT et surtout que la bis MSoBT dont la concentration 
necessaire a Tobtention de 30% ^inhibition environ est 25 fois plus faible que 
15 pour Tacide kojique qui est la molecule de reference largement utilisee dans le 
commerce des produits destines a eclaircir la peau. 
Les produits selon la presente invention possedent done une activite 
depigmentante. 

20 Exemple 7 : evaluation de Teffet antimutagene de la bis MsoBT 

Cette propriete a ete mise en evidence dans une version modifi6e du test de Ames, 
le test Vitotox lOkit (6400000) de la societe Thermolab Systems. 

25 D'une fa9on g^nerale le test Vitotox est base sur des bacteries contenant l'operon 
lux de Vibrio fisheri sous le controle transcriptionnel du promoteur recN mut6 
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(controle par le systeme SOS de la bacterie). Apres incubation des bacteries avec 
un produit genotoxique, le promoteur recN est dereprime et Toperon lux 
s'exprime : emission de lumiere, emission qui est proportionnelle a la genotoxicite 
du produit. Certains produits agissent directement sur la production de lumiere ou 
5 augmentent le metabolisme des bacteries, creant de faux positifs. Aussi, une 
souche bacterienne, possedant un operon lux constitutif est utilisee en controle. 
Cette meme souche est utilisee comme controle de cytoxicite (faux negatifs). 

Exemple 7.1. : evaluation de 1'effet antimutagfene de la bis MsoBT vis-a-vis 
10 du MMS (methvlmethanesulfonate) 

Afin de tester l'effet antimutagene vis-a-vis de molecules genotoxiques, on utilise 
une molecule genotoxique, le methylmethanesulfonate (MMS) que Ton compare a 
la genotoxicit6 d'un melange de molecules mutagenes de reference, 4- 
15 nitroquinoline oxide et benzo(a)pyrene. Le MMS est place seul ou en melange 
avec la bis MsoBT a des concentrations croissantes et on compare les Emissions 
de lumiere. On peut alors definir une concentration inhibitrice 50 de la 
mutagenese. 

20 Des cultures de Salmonella typhimurium TA 104 recN2-4 (pour le test de la 
genotoxicite) et de Salmonella typhimurium TA 104 prl (pour le test de la 
cytotoxicity dans du milieu Nutrient Broth 8g/L sont r6alisees puis incubees a 
37°C sous agitation pendant une nuit (DO comprise entre 0,2 et 0,5 pour les 
bacteries pour le test de genotoxicite et entre 0,4 et 0,6 pour les bacteries pour le 

25 test de cytotoxicite). Le lendemain, les bact6ries pour le test de genotoxicite sont 
diluees au 1/10 avec du milieu Nutrient Broth et au X A pour les bacteries pour le 
test de cytotoxicite. 

Une solution mere de MMS a 90 mM dans de FH 2 0 est preparee et des dilutions 
seriees au Vi dans plaque 96 sont r6alisees. Les produits genotoxiques de reference 
30 (4-nitroquinolineoxide (NQO)/benzo(a)pyrene(BAP)) sont utilises a 0,4 ppm pour 
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le NQO et 800 ppm pour le BAP). Le produit a tester est utilise avec ou sans 
activation metabolique (fraction S9 : homogenat microsomal contenant du 
cytochrome P450 : 2,45 mL/mL finale). 

La cinetique d'emission de lumiere, en fonction de la genotoxicite et de la 
5 cytotoxicity du produit, est mesuree pendant 3 heures (mesures toutes les 5 
minutes) avec un Fluoroskan Ascent FL (ThermoLabsystems). 
Les produits sont foumis par les societes Sigma - Aldrich. 

Resultats : 

10 

La bis MsoBT presente une concentration inhibitrice 50 de Teffet mutagene du 
MMS del7p.p .m sans S9 et de 20 p.p.m avec S9. 

Exemple 7.2 : Evaluation de Teffet antimutagene de la bis MsoBT vis-a-vis 
15 des UV B 

Afin d'evaluer Peffet antimutagene vis-a-vis des UVB, les cultures bacteriennes 
sont irradiees pendant une duree permettant une emission moyenne de 20 unites 
lumineuses (RLU). On place ensuite la bis MsoBT a concentrations croissantes 
20 dans le milieu de culture avant irradiation et on determine une concentration 
inhibitrice 50. 

On opere comme dans Texemple 1 mais sans MMS et en irradiant les cultures 
bacteriennes pendant 20 s par des UVB 254 nm. 
25 Dans ces conditions, la MsoBT presente une concentration inhibitrice 50 de Teffet 
mutagene induit par les UV B de 25 p.p.m. 
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REVENDICATIONS 



1. Medicament comprenant au moins une thiouree de formule generate I 
5 suivante : 




S 



I 



10 dans laquelle : 

n est un nombre entier compris entre 1 et 12, 
m est un nombre entier compris entre 1 et 1 2, 

Ri, R2, R3 et R4 represented independamment Tun de 1'autre un atome 
d'hydrogene, un groupe alkyle en C1-C6 ou un groupe aryle, 
15 ou au moins un de ses derives mono ou dioxydes de formules generates Ha, lib et 
III suivantes : 




lib 
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O 
III 



dans lesquels les Rj, R 2 , R3, R4, m et n sont tels que definis ci-dessus. 
5 ou leurs melanges. 

2. Medicament selon la revendication 1 pour inhiber la tyrosinase, inhiber 
la synthese de la melanine, ou reduire Fhyperactivite des melanocytes. 

10 3. Medicament selon la revendication I en tant qu'agent antimutagene 

et/ou anticarcinogene. 

4. Medicament selon la revendication 3 pour prevenir Tapparition du 
cancer, en particulier du cancer de la peau. 

15 

5. Medicament selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les groupes R\ et R 2 sont identiques, R 3 et R4 sont identiques 
et m = n. 

20 6. Medicament selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caract6ris6 en ce que Ri = R2 — CH3. 

7. Medicament selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que et m = n = 4. 

25 
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8. Medicament selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que R3 = R4 = H. 

9. Medicament selon Tune quelconque des revendications precedentes 
5 caracterise en ce qu'il se trouve sous une forme a usage topique. 

10. Composition cosmetique depigmentante comprenant au moins une 
thiouree de formule generate I suivante : 



dans laquelle : 

n est un nombre entier compris entre 1 et 12, 
15 m est un nombre entier compris entre 1 et 12, 

Ri, R2, R3 et R4 represented independamment Tun de l'autre un atome 
d'hydrogene, un groupe alkyle en Ci-C 6 ou un groupe aryle, 
ou au moins un de ses derives mono ou dioxydds de formules generates Ha, lib et 
III suivantes : 




O 



10 



I 



20 



O 




O 





O 



O 



/ 



N R 4 



O 
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Ila 



lib 




S 




N R 4 



R 



m 



in 



5 dans lesquels les Ri, R2, R3, R4, m et n sont tels que definis ci-dessus. 
ou leurs melanges. 

11. Utilisation d'une composition cosmetique selon la revendication 10 
pour eclaircir, blanchir ou depigmenter Pepiderme, eliminer les taches de la peau, 
10 en particulier de vieillesse ou de rousseur, ou prevenir la pigmentation de 
l'epiderme. 
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